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© Levure de boulangerie. 



© Souches de levure de boulangerie presentant 
une propriete d'etre inactives mais de survivre sous 
refrigeration, qui peuvent etre utilisees dans la pre- 
paration d'articles de boulangerie a cuire au four 



juste avant consommation, apres conservation au 
refrigerateur, en chambre froide ou sur un rayon 
refrigere. 
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La presente invention a pour objet un procede 
de construction d'une souche de levure de boulan- 
gerie presentant une propriete Iti ainsi qu'une sou- 
che de levure construite par te present procede. 

On connaft divers procedes de construction de 
souches de levures de boulangerie bases notam- 
ment sur la genetique traditipnnelle et visant a 
conferer a ces souches des proprietes particulieres 
utiles en boulangerie. 

US 4547374, par exemple, decrit la construc- 
tion, par hybridations selectives, d'une souche 
d'espece de Saccharomyces resistante a la conge- 
lation et utilisable comme levure de boulangerie 
dans la preparation d'une pate a pain destinee a 
etre congelee avant fermentation et cuisson. 

US 4341871 decrit des hybrides de levure de 
boulangerie qui peuvent etre deshydrat£s, m§me 
sous forme pressee, sans perte excessive de leur 
activite. 

US 4643901 decrit des souches pures de levu- 
re de boulangerie capables de fermenter et faire 
lever des pates aussi bien sucrees que non su- 
crees et obtenues par hybridation par fusion proto- 
plasmique de mutants petite. 

On connaft egalement des articles de boulan- 
gerie du commerce destines a etre conserves au 
refrigerateur avant fermentation et cuisson. Ces 
articles, tels que petits pains et croissants par 
exemple, comprennent cependant un agent de le- 
vage chimique. 

La presente invention a pour but de proposer 
un procede de construction de souches de levure 
de boulangerie, ainsi que des souches ainsi 
construites, qui presentent une propriete Iti, autre- 
ment dit une propriete d'etre inactives mats de 
survivre sous refrigeration (Iti est le sigle de Pex- 
pression anglaise "low temperature inactive"), et 
qui soient utilisables comme levure de boulangerie 
dans la preparation d'articles de boulangerie desti- 
nes a etre cuits au four juste avant consommation, 
apres conservation au refrigerateur, en chambre 
froide ou sur un rayon refrigere, par exemple. 

A cet effet, dans une premiere forme de reali- 
sation du procede de construction d'une souche de 
levure de boulangerie presentant une propriete Iti 
selon la presente invention, on soumet a un traite- 
ment mutagene une souche haploVde de Saccharo- 
myces cerevisiae, on selectionne au moins un mu- 
tant presentant une propriete Iti, on - realise au 
moins un backcross avec une souche haploVde 
sauvage de Saccharomyces cerevisiae presentant 
un mating type oppose, on selectionne au moins 
deux segregants de backcross presentant une pro- 
priete Iti et des mating types opposes, on realise 
au moins un croisement de tels segregants, et Ton 
selectionne une souche diplo'fde ainsi obtenue pre- 
sentant un potentiel de croissance, une propriete Iti 
et une aptitude a lever une pate. 
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Par I'expression "potentiel de croissance". on 
entend, dans le present expose, une aptitude a 
etre cultivee avec un bon rendement et une bonne 
productivity par un processus de culture utilisable 
5 industriellement, notamment par le processus de 
culture traditionnel de la levure de boulangerie 
connu sous le nom de fed-batch (addition lente et 
progressive d'une solution de Sucre a une suspen- 
sion de levure sous aeration, de maniere a eviter la 
io formation d'alcool au cours de la production de 
biomasse et a maximiser le rendement). 

De m§me, par 1'expression "une aptitude a 
lever une pate", on entend une aptitude a transfor- 
mer tres lentement une pate a temperature de 
75 refrigeration, par exemple par une production tr£s 
lente de metabolites tels que du CO2 qui peut §tre 
absorb^ par la pate et de I'alcool qui peut agir 
comme agent de conservation de la pate, cette 
transformation tres lente ayant pour consequence 
20 que la pate est susceptible de lever lorsqu'elle est 
mise directement au four apres avoir ete conservee 
au refrigerateur, en chambre froide ou sur un rayon 
refrigere, par exemple. 

Dans une deuxieme forme de realisation du 
25 procede de construction d'une souche de levure de 
boulangerie presentant une propriete Iti selon la 
presente invention, on soumet, le cas echeant, a 
un traitement mutagene une souche polyploTde de 
Saccharomyces cerevisiae, on fait sporuler cette 
30 souche, on selectionne au moins un segregant 
presentant une propriete Iti, on realise au moins un 
backcross avec un autre segregant de cette sou- 
che presentant un mating type oppose, on selec- 
tionne au moins deux segregants de backcross 
35 presentant une propriete Iti et des mating types 
opposes, on realise au moins un croisement de tels 
segregants, et Ton selectionne une souche poly- 
plo'fde ainsi obtenue presentant un potentiel de 
croissance, une propriete Iti et une aptitude a lever 
40 une pate. 

On a en effet pu construire ainsi des souches 
de levure de boulangerie presentant la propriete 
d'etre pratiquement inactives aux temperatures 
usuelles de refrigeration, notamment aux tempera- 
45 tures de environ 3 a 9 ou 10'C, de survivre 
cependant k ces temperatures et de retrouver en- 
suite leur activite k une temperature plus elevee, 
notamment des environ 13-14° C, par exemple. 
De telles souches de levure de boulangerie 
so permettent done de remplacer un agent de levage 
chimique dans la preparation d'articles de boulan- 
gerie destines h etre cuits au four juste avant 
consommation, apres refrigeration. Elles permettent 
en particulier la preparation d'articles preformes 
55 tels que des petits pains, des croissants ou des 
fonds de pizza, ou d'une pate a fagonner par la 
menagere, par exemple, qui presentent, apres refri- 
geration et cuisson au four, des qualites organolep- 
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tiques comparables & celles presentees par de 
memes articles fraTchement leves sous Taction 
d'une levure de boulangerie traditionnelle du com- 
merce et cuits au four. 

De telles souches peuvent egalement etre utili- 
sees comme indicateur de depassement de tempe- 
rature dans des produits alimentaires a conserver 
sous refrigeration. 

Pour mettre en oeuvre le present precede, on 
peut done partir soit d'une souche haploVde de 
Saccharomyces cerevisiae telle que celles formant 
les levures de boulangerie traditionnelles de labora- 
toire, soit d'une souche polyploVde de Saccharomy- 
ces cerevisiae telle que celles formant les levures 
de boulangerie traditionnelles du commerce, par 
exemple. 

Dans ladite premiere forme de realisation du 
present proced£ ou Ton part d'une souche haploV- 
de de Saccharomyces cerevisiae , on soumet done 
cette souche a un traitement mutagene. A cet effet. 
on peut faire crottre des cellules de cette souche 
dans un milieu YPD contenant 2% de glucose, 1% 
d'extrait de levure et 2% de peptone, par exemple, 
et les cellules peuvent etre traitees avec un agent 
mutagene tel que le methanesulfonate d'ethyle 
(EMS) ou riCR-170, par exemple. 

On selectionne ensuite de preference plusieurs 
mutants presentant une propriete Iti, notamment 
une propriete d'inactivite mais de survivance a une 
temperature de environ 9 ou 1 0 • C. 

On realise ensuite au moins un backcross du 
ou des mutants selectionnes avec une souche ha- 
ploVde sauvage de Saccharomyces cere visiae pre- 
sentant un mating type oppose, de maniere a 
eviter des mutations indesirees que la souche ha- 
ploVde de depart peut presenter au depart ou apres 
ledit traitement mutagene, et/ou de maniere a ne 
garder si possible une propriete Jti due qu'a une 
seule mutation. Si Ton realise plusieurs operations 
de backcross, on peut selectionner entre deux ope- 
rations successives au moins un segregant presen- 
tant une propriete Iti, notamment une propriete 
d'inactivite mais de survivance a une temperature 
de environ 9 ou 10* C. et Ton peut soumettre ce ou 
ces segregants a la deuxieme de ces deux opera- 
tions successives. 

On selectionne alors au moins deux segregants 
de backcross presentant des mating types opposes 
et une propriete Iti, notamment une propriete 
d'inactivite mais de survivance h une temperature 
de environ 9 ou 10* C, et Ton realise au moins un 
croisement de tels segregants. 

On selectionne enfin une souche diploVde de 
Saccharomyces cerevisiae ainsi obtenue presen- 
tant un potentief de croissance, une propriete Iti et 
une aptitude a lever une pate. A cette etape finale, 
on peut en effet retenir des criteres de selection 
plus severes et plus complets que ceux utilises au 
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cours des etapes precedentes. On peut en parti- 
culier soumettre ladite ou lesdites souches diploV- 
des a un test de croissance dans le processus de 
culture traditionnel de la levure de boulangerie 
5 connu sous le nom de fed-batch. 

On peut ensuite verifier la propriete Iti en sou- 
mettant ladite ou lesdites souches dipioVdes k un 
test de production de C0 2 en milieu nutritif malto- 
se, autrement dit en milieu nutritif contenant du 
w maltose comme source de carbone, en fonction du 
temps, par exemple tous les jours entre 3 et 7 d, et 
en fonction de la temperature, par exemple tous 
les degres entre 3 et 14° C. 

On peut enfin verifier ('aptitude de la souche a 
15 lever une pate en I'incorporant comme seul agent 
de levage dans une pate & pizza, par exemple, en 
formant des fonds de pizza avec cette pate, en les 
conservant quelques jours, voire quelques semai- 
nes, a temperature de refrigeration, puis en les 
20 cuisant au four. On peut egalement completer ce 
test en verifiant la production de C0 2 de la souche 
en milieu maltose a une temperature de environ 
20-30 * G, par exemple. 

En mettant en oeuvre cette premiere forme de 
25 realisation du procede selon la presente invention, 
on peut done construire des souches qui presen- 
tent une propriete Iti remarquable grace a laquelle 
elles peuvent etre utilisees pour confectionner des 
articles de boulangerie destines a etre cuits au four 
30 juste avant consommation, apres conservation sous 
refrigeration. On peut construire en particulier des 
souches de levure de boulangerie Saccharomyces 
cerevisiae qui presentent un potentiel de croissan- 
ce en processus fed-batch, une aptitude a lever 
as une pate f un niveau de production de C0 2 inferieur 
a 20 ml par g de levure pressee apres 7 d en 
milieu maltose refrigere a 3-10 ° C, et un niveau de 
production de C0 2 d'au moins 40 ml par g de 
levure pressee apres 6 d en milieu maltose tempe- 
40 re a au moins 14* C. 

Parmi diverses souches de Saccharomyces ce- 
revisiae ainsi obtenues, on en a depose trois a titre 
d'exemple. selon le Traite de Budapest, le 
06.11.90, a la National Collection of Industrial and 
45 Marine Bacteria Ltd. (NCIMB), P.O.Box 31, 135 
Abbey Road, ABERDEEN AB9 8DG. Ecosse 
(Royaume Uni) ou elles ont regu les Nos NCIMB 
40328. 40329 et 40330. 

Dans ladite deuxieme forme de realisation du 
so present procede ou Ton part d'une souche de 
Saccharomyces cerevisiae polyploVde, on soumet 
done cette souche, le cas echeant, k un traitement 
mutagene. On a constate en effet qu'il n'etait pas 
toujours necessaire de soumettre une telle souche 
55 h un traitement mutagene, car certaines levures de 
boulangerie du commerce, par exemple, peuvent 
presenter au depart des mutations susceptibles 
d'etre mises en evidence au cours de la mise en 



5 



EP 0 487 878 A1 



6 



oeuvre du present procede. 

Au cas ou Ton soumet une souche polyploTde 
a un traitement mutagene on peut, a cet effet, faire 
croltre des cellules de cette souche dans un milieu 
YPD contenant 2% de glucose, 1% d'extrait de 
levure et 2% de peptone, par exemple, et les 
cellules obtenues peuvent etre traitees avec un 
agent mutagene tel que le methanesulfonate 
d'ethyle (EMS) ou l'ICR-70, par exemple. 

Dans cette deuxieme forme de realisation du 
present procede, on fait done sporuler une souche 
polyploTde de Saccharomyces cerevisiae apres 
r avoir, le cas echeant, soumise a un traitement 
mutagene. Pour faire sporuler cette souche on peut 
faire croitre des cellules de cette souche durant un 
ou deux jours sur un milieu dit de pr£sporulation tel 
qu'un milieu PSA contenant 0,8% d'extrait de levu- 
re, 0,3% de peptone, 10% de glucose et 2% 
d'agar. On peut ensuite les transferer et les mainte- 
nir durant 3-5 d sur un milieu de sporulation tel 
qu'un milieu SA contenant 1% d'acetate de potas- 
sium, 0,1% d f extrait de levure, 0,05% de glucose 
et 2% d'agar. On peut ensuite isoler des spores, 
par micromanipulation par exemple, et en obtenir 
des souches a ploTdie reduite, autrement dit des 
segregants, en les faisant germer sur un milieu 
YPD par exemple. 

On selectionne ensuite de preference plusieurs 
segregants de ladite souche polyploTde presentant 
une propriete Iti, notamment une propriete d'inacti- 
vite mais de survivance a une temperature de 
environ 9 - 10 *C. 

On realise alors au moins un backcross du ou 
des segregants selectionnes avec un autre segre- 
gant de ladite souche polyploTde ne presentant pas 
de propriete Iti mais un mating type oppose, de 
mantere a eviter des mutations indesirees que ladi- 
te souche polyploTde peut presenter au depart ou 
apres Teventue! traitement mutagene, et/ou de ma- 
niere a ne garder si possible une propriete Iti due 
qu'a une seule mutation. Si Ton realise plusieurs 
operations de backcross, on peut selectionner en- 
tre deux operations successives au moins un se- 
gregant presentant une propriete Iti, notamment 
une propriete d'inactivite mais de survivance & une 
temperature de environ 9 - 10* C, et Ton peut 
soumettre ce ou ces segregants a !a deuxieme de 
ces deux operations successives. 

On selectionne alors au moins deux segregants 
de backcross presentant des mating types opposes 
et une propriete Iti, notamment une propriete 
d'inactivite mais de survivance a une temperature 
de environ 9 a 10 * C, et Ton realise au moins un 
croisement de tels segregants. 

On selectionne enfin une souche polyploTde de 
Saccharomyces cerevisiae ainsi obtenue presen- 
tant un potentiel de croissance, une propriete Iti et 
une aptitude a lever une pate. Pour ce faire, on 



peut retenir les memes criteres de selection et 
soumettre ladite ou lesdites souches polyploTdes 
aux memes tests que ceux decrits ci-dessus a 
I'etape finale de ladite premiere forme de realisa- 
s tion du present procede. 

En mettant en oeuvre cette deuxieme forme de 
realisation du procede selon la presente invention, 
on peut done construire des souches qui presen- 
tent une propriete Iti remarquable grace a laquelle 
10 elles. peuvent etre utilisees pour confectionner des 
articles de boulangerie destines a etre cuits au four 
juste avant consommation, apres conservation sous 
refrigeration. On peut construire en particulier des 
souches de levure de boulangerie Saccharomyces 
15 cerevisiae qui presentent un potentiel de croissan- 
ce en processus fed-batch, une aptitude & lever 
une pate, un niveau de production de CO2 infgrieur 
a 30 ml par g de levure pressee apr£s 7 d en 
milieu maltose refrigere a 3-9 *C, et un niveau de 
20 production de CO2 d'au moins 60 ml par g de 
levure pressee apres 6 d en milieu maltose tempe- 
re at au moins 13 * C. 

Parmi diverses souches de Saccharomyces ce- 
revisiae ainst obtenues, on en a depose deux a 
25 titre d'exemple, selon le Traite de Budapest, le 
06.11.90, a la National Collection of Industrial and 
Marine Bacteria Ltd. (NCIMB), P.O.Box 31, 135 
Abbey Road, ABERDEEN AG 9 8DG, Ecosse 
(Royaume Uni) ou elles ont regu les Nos NCIMB 
30 40331 et 40332. 

Les exemples ci-apres sont presentes a titre 
dMllustration du procede et des souches obtenues 
par le procede selon la presente invention. Les 
pourcentages et parties y sont donnes en poids 
35 sauf indication contraire. 

Ces exemples sont precedes d'une description 
de divers tests, de la composition de divers milieux 
utilises, d'une breve description des differentes fi- 
gures du dessin annexe, et d'un exemple compara- 
40 tif. 

TESTS 

1. Test de croissance 

45 

Pour simuler un essai reel de croissance dans 
le processus de culture traditionnel de la levure de 
boulangerie connu sous le nom de fed-batch, on a 
congu un test de croissance sur divers milieux de 
50 culture contenant des sources de carbone non fer- 
mentables telles que I'acide lactique (milieu S-lac), 
rethanol (milieux S-EtOH 2% et S-EtOH 1%). et le 
glycerol (milieu YPG). 

Le raisonnement a la base de ce test est que 
55 la levure de boulangerie accumule des metabolites 
carbones non fermentables en reponse a une Vites- 
se d f addition critique d'une solution d'un sucre 
fermentable tel que le saccharose, au cours du 
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processus fed-batch. Ces metabolites ont un effet 
inhibiteur et toxique sur le metabolisms et sur la 
respiration de la levure. Des souches presentant un 
potentiel de croissance eleve peuvent accumuier 
ces metabolites carbones toxiques a des vitesses 
d'addition plus grandes et elles sont moins sensi- 
bles a une accumulation de ces metabolites que 
des souches presentant un potentiel de croissance 
moins eleve. 

Les resultats de ce test de croissance sont 
presentes sur la fig. 1 en termes de dimensions 
que presentent les colonies apres incubation de 
cellules d'une souche sur des plaques desdits mi- 
lieux durant 3 d a 30*C. Les bandes horizontals 
correspondant a chaque milieu s'arr§tent a des 
marques O; 0,5 mm; 0,5-1,5 mm; 1,5-2,5 mm; 25 
mm indiquant une dimension moyenne observe 
des colonies. 

2. Test de production de CQ 2 

On realise ce test dans un appareil speciale- 
ment congu pour cela qui comprend un bloc a 
gradient de temperature presentant des loges a 
temperatures variables, par exemple, dans lesquel- 
les on peut introduce I'extremite inferieure de tu- 
bes de fermentation. Ces tubes presentent une 
extremite superieure fermee et graduee, ainsi 
qu'un baflon d'expansion branche sur !e cote. Le 
CO2 produit par la levure s'accumule dans I'extre- 
mite superieure graduee de chaque tube, le milieu 
de culture deplace par ('accumulation du gaz pou- 
vant passer dans le ballon d'expansion. 

Pour realiser ce test, on inocule 2 ml d'une 
culture d'une nuit sur milieu YPD de la souche a 
tester dans 200 ml d'un premier milieu contenant 
0,67% d'une base azotee sans acides amines, telle 
que le produit commercialies par la maison Difco 
sous la designation "yeast nitrogen base w/o amino 
acids", par exemple, 0,5% d'extrait de levure, 2% 
de saccharose, 1% de succinate de sodium et de 
I'acide chlorhydrique concentre pour ajouter le pH 
a 4,5, dans un flacon de 500 ml. On incube sous 
agitation durant 24 h a 30 0 C. 

On separe les cellules par centrifugation sous 
6000 g a 20 °C durant 5 min et on les met en 
suspension dans 200 ml d'un deuxieme milieu 
contenant 0,67% d'une base azotee sans acides 
amines, 0,3% d'extrait de levure et 0,3% de sac- 
charose, 1% de succinate de sodium et de I'acide 
chlorhydrique concentre pour ajuster le pH a 4,5, 
dans un flacon de 500 ml. On incube sous agitation 
durant 24 h a 30'C. 

On separe les cellules par centrifugation sous 
6000 g a 4'C durant 5 min et Ton lave deux fois le 
culot de cellules de levure obtenu avec 50 ml 
d'eau distillee. 

On suspend les cellules dans 10 ml d'eau 



distillee et on les transfere dans des tubes de 
polypropylene de 15 ml gradues et prepeses. On 
les centrifuge sous 3000 g a 4*C durant 10 min. 
On egoutte les tubes, on pese les culots de levure 

5 et on les met en suspension, a raison de 0,61 g de 
culot de levure equivalant a 0,5 g de levure pres- 
see presentant une teneur en matiere seche de 
environ 27%, par ml, dans un troisieme milieu 
contenant 0,67% de base azotee sans acides ami- 

70 nes, 2% de maltose, 1% de succinate de sodium 
et de I'acide chlorhydrique concentre pour ajuster 
le pH a 4,5. On introduit 0,5 ml (pour des tempera- 
tures £ 10 *C) ou 1 ml (pour des temperatures < 
10 'C) dans des tubes de fermentation tels que 

75 decrits ci-dessus que Ton a remplis au prealable 
chacun avec 50 ml dudit troisi&me milieu, autre- 
ment dit du milieu maltose, et que Ton a refroidis a 
4-C. 

On incube les tubes de fermentation aux tem- 
20 peratures desirees dans le bloc a gradient de tem- 
perature decrit ci-dessus. On note la production de 
CO2 a intervalles choisis apres avoir plonge les 
tubes quelques secondes dans un bain a agitation 
sonique pour degager des bulles de CO2 retenues 
25 dans le milieu liquide. 

3. Test d'aptitude a leve r une pate 

On prepare une pate en melangeant 30 parties 
30 d'eau, 60 parties de farine blanche de ble tendre, 
1,4 partie de chlorure de sodium et 7,6 parties 
d'huile d'arachide. On y incorpore la souche a 
tester, a raison de 1 partie de levure pressee. On 
en forme des fonds de pizza de 20 cm de diametre 
35 et 0,5 cm d'epaisseur. On les conserve 21 d a 8*C 
en emballage plastique scelle. 

On sort alors les fonds de pizza de leur embal- 
lage et on les cuit durant 15 min au four a 180'C. 
Le test est considere comme reussi si les 
40 fonds de pizza presentent alors une epaisseur de 
environ 2 cm et des qualitss organoleptiques, no- 
tamment un gout et une texture comparables a 
celles presentees par des fonds de pizzas analo- 
gues prepares avec une pate fraTchement levee 
45 sous Taction d'une levure de boulangerie tradition- 
nelle du commerce. 

MILIEUX 

so YPD 

glucose 2% 
extrait de levure 1 % 
peptone 2% 

55 

PSA 

glucose 10% 
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extrait de levure 0,8% 
peptone 0,3% 
agar 2% 

SA 

glucose 0,05% 
extrait de levure 0,1% 
acetate de potassium 1% 
agar 2% 

S-lac 



0,67% base azotee sans acides amines 
0,5% acide lactique 
2% agar 

S-EtOH 1% ou 2% 

0,67% base azotee sans acides amines 
1% ou 2% ethanol 
2% agar 

YPG 



glycerol 2% 
extrait de levure 1% 
peptone 2% 

DESSINS 

Fig. 1 : 

Representation lineaire de la dimension de co- 
lonies obtenues par croissance sur milieux S-lac, 
S-EtOH 1% et 2%, et YPG de cellules des souches 
NCIMB 40328, 40329. 40330, 40331, 40332 et 
"levure boulangere bleue" (LBB. pour compari- 
son). 

Fig. 2 a Fig .7 : 

Representation tridimensionnelle du niveau de 
production de CO2 en milieu maltose en fonction 
de la temperature et de la duree pour les souches 
NCIMB 40328 (Fig.2), NCIMB 40329 (Fig.3), 
NCIMB 40330 (Fig.4), NCIMB 40331 (Fig.5), 
NCIMB 40332 (Fig.6). et "levure boulangere bleue" 
(LBB, pour comparison, Fig.7) 

Fig. 8 : 

Representation bidimensionnelle de la produc- 
tion de CO2 en milieu maltose & 30 °C en fonction 
du temps pour les souches NCIMB 40328, 40329, 
40330. 40332 et levure boulangere bleue (LBB, 
pour comparaison) 



Exemple comparatif 

A titre de comparaison, on soumet une souche 
de levure de boulangerie du commerce, en I'oc- 

5 curence une souche formant la levure de boulange- 
rie commercialisee par la maison Fould Springer 
sous la denomination "levure boulangere bleue" 
(LBB) aux memes tests que ceux utilises plus haut 
pour selectionner lesdites souches diploTdes et po- 

10 lyploVdes presentant un potentiel de croissance, 
une propriete Iti et une aptitude a lever une pate, 
autrement dit les tests 1 a 3 decrits plus haut. 

Les resultats du test comparatif de croissance 
presentes sur la Fig. 1 montrent de maniere atten- 

75 due que la souche LBB a un tres bon potentiel de 
croissance dans le processus de culture tradition- 
nel de la levure de boulangerie dit fed-batch. 

Les resultats du test comparatif de production 
de CO2 sont presentes a la Fig. 7 ou Ton voit que 

20 ta production de CO2 en milieu maltose depasse 
40 ml par g de levure pressee des 6-7 d a 3-5" C, 
des 5-6 d a 5-9* C et des 3-4 da 10 °C. 

On voit en outre sur la fig. 8 que ia production 
de CO2 en milieu maltose de la souche LBB de- 

25 passe rapidement 20 ml par g de levure pressee 
des environ 4 h a 30 • C. 

Les resultats du test comparatif d'aptitude a 
iever une pate montrent que la souche LBB ne se 
prete pas a une conservation sous refrigeration 

30 avant cuisson au four. L'emballage en plastique 
scelle dans lequel est emballe un fond de pizza 
obtenu en utilisant la souche LBB se gonfle comme 
un ballon des 1 d a 8°C. 

Par contre, on constate qu'aucune difference 

35 de qualite n'est pratiquement perceptible entre les 
fonds de pizza obtenus en utilisant des souches 
construites par le present procede et soumis au 
test ci-dessus d'aptitude a lever une pate. d'une 
part, et les fonds de pizza obtenus en utilisant la 

40 souche LBB et soumis au meme test dont on 
supprime I'etape de conservation sous refrigera- 
tion. 

Exemple 1 

45 

On part d'une souche haploVde de Saccharo- 
myces cerevisiae telle que celles formant les levu- 
res de boulangerie traditionnelles de laboratoire, 
notamment d'une souche presentant le genotype 

50 MATa arg4-17 his4-38 Iys1 -1 met8-1 trp1-1 mal , 
que Ton a deposee selon le Traite de Budapest le 
06.11.90 a la National Collection of Industrial and 
Marine Bacteria Ltd. (NCIMB), P.O.Box 31. 135 
Abbey Road, ABERDEEN AB9 8DG, Ecosse 

55 (Royaume Uni) ou elle a regu le No NCIMB 40333. 

On soumet cette souche a un traitement muta- 
gene a I'EMS. Pour ce faire, on fait croTtre des 
cellules de cette souche dans 5 ml de milieu de 



6 
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culture YPD jusqu'a la phase stationnaire, on les 
lave une fois avec un tampon phosphate de potas- 
sium 100 mM a pH 7,0 et on les met en suspen- 
sion dans le meme tampon a raison de 10 s 
cellules/ml. 

On ajoute 3% en volume d'EMS h la suspen- 
sion et on la laisse reagir durant 1 h a 30'C sous 
vigoureuse agitation. On arrete le traitement par 
dilution de la suspension dans 10 fois son volume 
d'une solution a 5% de thio-sulfate de sodium. On 
repand alors les cellules sur milieu YPD solide et 
on les y cultive durant 2 d h 30 "C. On les repique 
ensuite sur milieu YPD solide et on les y cultive 
durant 3 semaines a 10" C pour tester leur proprie- 
ty Iti. 

On selectionne alors quelques mutants stables 
prSsentant une propriete d'inactivit«§ mais de survi- 
vance k cette temperature. 

On realise un backcross d'un de ces mutants 
presentant un mating type MATa avec une souche 
haploVde sauvage de Saccharomyces cere visae tel- 
le que, par exemple, la souche GRF18 presentant 
le genotype MAca cam his3-11,15 Ieu2-3,112 , qui 
est bien connue de I'homme du metier (cf. 
G.R.Fink, Whitehead Institute, Nine Cambridge 
Center, Cambridge, Massachusetts 02 142, USA). 

^ On selectionne un segregant de ce backcross 
presentant une propriete Iti fortement marquee a 
10" C ainsi que le genotype MATa Iys1 his3/4 trp1 
mai. - 

On realise un backcross de ce segregant avec 
la meme souche sauvage que celle utilisee pour le 
backcross d'un mutant de la souche de depart. 

On selectionne alors deux segregants de ce 
backcross presentant une propriete Iti marquee a 
10" C ainsi que chacun le genotype MATa Ieu2 
his3/4 ma l. ■ 

On realise un backcross de chacun de ces 
deux segregants avec une souche haploVde sauva- 
9© de Saccharomyces cerevisiae presentant au 
moir, s un gene MAL , telle quelalouche 1403-7A. 
par exemple, qui est bien connue de I'homme du 
metier (cf Yeast Genetics Stock Center, 6eme edi- 
tion du catalogue, par Robert Mortimer, Depart- 
ment of Biophysics and Medical Physics, Universi- 
ty of California. Berkeley, CA 94720, USA). 

On selectionne alors un segregant de chacun 
de ces backcross, presentant chacun une propriete 
Iti fortement marquee a 10" C ainsi que I'un un 
genotype MATa MAL et I'autre un genotype MATa 
Ieu2 MAL . 

On realise un croisement de ces deux segre- 
gants et Ton selectionne diverses souches diploV- 
des de Saccharomyces cerevisiae issues de ce 
croisement qui presentent un potentiel de croissan- 
ce, une propriete Iti et une aptitude a lever une 
pate. 

Parmi diverses souches ainsi obtenues, on a 



depose, a titre d'exemple. la souche NCIMB 40328 
mentionnee plus haut. Cette souche presente un 
potentiel de croissance relativement modeste dans 
le processus de culture traditionnel de la levure de 
5 boulangerie dit fed-batch, comme on peut le voir h 
la fig. 1 qui illustre les resultats obtenus selon le 
test de croissance ci-dessus. 

Elle presente cependant une bonne aptitude h 
fermenter une pate, car elle reussit bien le test 
io correspondant ci-dessus. 

Elle presente enfin une propriete Iti marquee, 
comme on peut le voir a la fig. 2 qui represente 
done sous forme de diagramme tridimensionnel 
son niveau de production de C0 2 en fonction de la 
is temperature et de la duree de fermentation en 
milieu maltosS, tel que determine* par le test de 
production de CO2 d§crit en detail ci-dessus. On 
voit en effet qu'elle est pratiquement inactive entre 
3 et 10 "C durant au moins environ une semaine, 
20 mais qu'elle survit et qu'elle est en mesure de 
reprendre une activite notable des environ 13-14" C 
apres environ 6 a 7 d. On voit en particulier que 
son niveau de production de CO2 est encore voisin 
de zero apres 7 d entre 3 et 8 " C, et qu'il ne monte 
25 qu'a environ 8 ml par g de levure pressee apres 7 
d a 10 "C. Par contre, son niveau de production de 
C0 2 en milieu maltose monte a plus de 40 ml/g 
des 13-14" C apres 6 d. 

On constate egalement, comme on peut le voir 
30 a la fig.8, que son niveau de production de CO2 en 
milieu maltose monte rapidement & plus de 20 
ml/g des environ 2 h a 30 " C. 

Cette souche NCIMB 40328 presente en outre 
les caracteristiques suivantes: 

35 

Morphologie : 

Cellules elliptiques. Certaines cellules s'agran- 
dissent et forment un pseudomycelium. 

40 

Fermentation des sucre s: 

La souche est capable de fermenter le saccha- 
rose, le maltose et le glucose. 

45 

Exemple 2 : 

On part de la meme souche de depart et Ton 
procede de la meme maniere qu'a I'exemple 1 
so jusqu'a ladite selection de deux segregants de 
backcross presentant une propriete Iti marquee a 
10 0 C ainsi que le genotype MATa Ieu2 his3/4 mal . 

On realise un backcross de Tun de ces deux 
segregants avec une souche haploVde sauvage de 
55 Saccharomyces cerevisiae telle que, par exemple. 
la souche X2180-1A presentant le genotype MATa 
CUP1 SUC2 ga!2 mal mel , qui est bien connue de 
Thomme du metier (cf. Yeast Genetics Stock Cen- 



SOOCIO: <EP 0487878A1 J. 



13 



EP 0 487 878 A1 



14 



ter, 6eme edition du catalogue). 

On selectionne un segregant de ce backcross 
presentant une propriete Iti marquee a 10 0 C ainsi 
que le genotype MATa his3/4 Ieu2 mal. 

On realise un backcross de ce segregant avec 
la meme souche X2180-1A que ci-dessus pour 
eliminer les mutations auxotrophiques his3/4 et 
Ieu2 . 

On selectionne un segregant de ce backcross 
presentant le genotype MATa mal et une propriete 
Iti notable a 10" C due a une mutation unique, 
autrement dit presentant une segregation 2:2 par- 
faite en ce qui concerne cette propriete Iti. 

On realise un backcross de ce segregant avec 
une souche haploYde sauvage de Saccharomyces 
cerevisiae presentant au moins un gene MAL, telle 
que la souche 1403-7A, par exemple, qui est bien 
connue de I'homme du metier (cf Yeast Genetics 
Stock Center, 6eme edition du catalogue). 

On selectionne d'une part un segregant de ce 
backcross presentant une propriete Iti marquee a 
10° C ainsi que le genotype MATa MAL, et d'autre 
part deux segregants de ce backcross presentant 
des proprietes Iti respectives marquees et forte- 
ment marquees a 10* C ainsi que chacun le phe- 
notype MATa ura3 mal. 

On realise un croisement de chacun de ces 
deux derniers segregants avec le premier et Ton 
selectionne diverses souches diploTdes de Saccha- 
romyces cerevisiae issues de ces deux croise- 
ments qui presentent un potentiel de croissance, 
une propriete Iti et une aptitude a lever une pate. 

Parmi diverses souches ainsi obtenues, on a 
depose, a titre d'exemple, les souches NCIMB 
40329 et NCIMB 40330 mentionnees plus haut et 
issues chacune d'un de ces deux croisements. Ces 
deux souches presentent un potentiel de croissan- 
ce relativement bon dans le processus de culture 
traditionnel de la levure de boulangerie dit fed- 
batch, comme on peut le voir a la fig. 1. 

Elles presentent egatement une bonne aptitude 
a lever une pate, car elles reussissent bien le test 
correspondant ci-dessus. 

Elles presentent enfin une propriete Iti mar- 
quee. On voit en effet aux fig. 3 et 4 qu'elles sont 
pratiquement inactives en milieu maltose entre 3 et 
10 *C durant au moins environ une semaine, mais 
qu'elles survivent et qu'elles sont en mesure de 
reprendre une activite notable des environ 11-14*C 
apres environ 5 k 7 d. On voit en particulier que 
leur niveau de production de CO2 est encore voisin 
de zero apres 7 d entre 3 et 9* C, et qu'il ne monte 
qu'a environ 12 ml par g de levure pressee apres 7 
d a 10* C. Par contre, leur niveau de production de 
C0 2 monte a plus de 40 ml/g des 12-14* C apres 
6 d. 

On constate egalement, comme on peut le voir 
a la fig. 8, que leur niveau de production de CO2 en 



milieu maltose monte rapidement a plus de 20 
ml/g des environ 1 ,5 h & 30 * C. 

Ces souches presentent en outre les caracte- 
ristiques suivantes: 

5 

NCIMB 40329 
Morphologie: 

10 Cellules elliptiques. Taille des cellules relative- 

ment homgene. 

Fermentation des sucres : 

75 Capable de fermenter le saccharose, le malto- 

se et le glucose. 

NCIMB 40330 

20 Morphologie: 



Cellules elliptiques. Taille des cellules relative- 
ment homogene. 

25 Fermentation des sucres: 

Capable de fermenter le saccharose, le malto- 
se et le glucose. 

30 Exemple 3 

On part d'une souche polyploVde de Saccharo- 
myces cerevisiae du commerce telle que celle 
formant la levure de boulangerie commercialisee 
35 par la maison Fould Springer sous la denomination 
"levure boulangere bleue". dont les cellules 
contiennent trois a quatre fois plus de DNA que les 
cellules d'une souche haploYde de Saccharomyces 
cerevisiae . 

40 Pour faire sporuler cette souche. on fait croltre 

de ses cellules sur un milieu de presporulation 
PSA durant deux d a 30° C. On les transfere ensui- 
te sur un milieu de sporulation SA ou on les 
maintient durant 4 d a 30 • C. 

45 On isole alors des spores et on les fait germer 

sur un milieu de culture YPD pour obtenir des 
souches, autrement dit des segregants, a plo't'die 
reduite. 

On selectionne un de ces segregants presen- 
50 tant une propriete Iti fortement marquee k 10 * C et 
presentant par ailleurs le mating type MATa . 

On realise un backcross de ce segregant avec 
un autre desdits segregants a ploTdie reduite qui 
ne presente pas une propriete Iti mais le mating 
55 type MATa . 

On selectionne plusieurs segregants de ce 
backcross qui presentent une propriete Iti forte- 
ment marquee a 1 0 * C et un mating type. 
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On realise plusieurs croisements entre segre- 
gants presentant des mating types opposes et Ton 
selectionne diverses souches polyploTdes de Sac- 
charomyces cerevisiae issues de ces croisementi 
qui presentent un potentiel de croissance, une pro- t 
priete Iti et une aptitude k lever une pate. 

Parmi diverses souches ainsi obtenues, on a 
depose, k titre d'exemple. les souches NCIMB 
40331 et NCIMB 40332 mentionnees plus haut. 
Ces deux souches presentent en particulier un tres ; 
bon potentiel de croissance dans le processus de 
culture traditionnel de la levure de boulangerie dit 
fed-batch, comme on peut le voir a la fig. 1 . 

Elles presentent egalement une bonne aptitude 
a lever une pate, car elles reussissent bien le test h 
correspondant ci-dessus. 

Elles presentent enfin une propriety Iti mar- 
quee. On voit en effet aux fig. 5 et 6 qu'elles sont 
pratiquement inactives en milieu maltose entre 3 et 
9 * C durant au moins 4 k 5 d, mais qu'elles survi- 2< 
vent et qu'elles sont en mesure de reprendre une 
activite notable des environ 10-13° C apres environ 
5-7 d. On voit en particulier que leur niveau de 
production de COs est encore voisin de zero apres 
5 d entre 3 et 9*C. et qu'il ne monte qu'a environ zt 
20-25 ml par g de levure pressee apres 7d a 3- 
9 0 C. Par contre, leur niveau de production de C0 2 
monte a plus de 60 ml/g des 12-14' C apres 5 d. 

On constate egalement, comme on peut le voir 
a la fig. 8, que le niveau de production de CO2 de 3c 
la souche NCIMB 40332 en milieu maltose monte 
rapidement k plus de 20 ml/g des environ 4 h a 
30 *C. 

Ces souches presentent en outre les caracte- 
ristiques suivantes: 35 

NCIMB 40331 

Morphologie : 

40 

Cellules rondes. Taille des cellules homogene. 
Fermentation des sucre s: 

Capable de fermenter le saccharose, le malto- 45 
se et le glucose, 

NCIMB 40332 

Morphologie : 50 

Cellules rondes. Taille des cellules homogene. 
Fermentation des suc res: 

55 

Capable de fermenter le saccharose, le malto- 
se et le glucose. 



Revendications 

1. Procede de construction d'une souche de levu- 
re de boulangerie presentant une propriete Iti, 
dans lequel on soumet a un traitement muta- 
gene une souche haploTde de Saccharomyces 
cerevisiae , on selectionne au moins un mutant 
presentant une propriete Iti/ on realise au 
moins un backcross avec une souche haploTde 
sauvage de Saccharomyces cerevisia e presen- 
tant un mating type oppose, on selectionne au 
moins deux segregants de backcross presen- 
tant une propriete Iti et des mating types oppo- 
ses, on realise au moins un croisement de tels 
segregants, et Con selectionne une souche di- 
ploide ainsi obtenue presentant un potentiel de 
croissance, une propriety Iti et une aptitude k 
lever une pate. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise 
par le fait que pour verifier la propriete Iti de 
ladite souche diploVde a selectionner, on la 
soumet a un test de production de CO2 en 
milieu nutritif contenant du maltose comme 
source de carbone, durant plusieurs jours, a 
des temperatures comprises entre 3 et 14° C. 

3. Procede de construction d'une souche de levu- 
re de boulangerie presentant une propriete Iti, 
dans lequel on soumet, le cas echeant, a un 
traitement mutagene une source polyploVde de 
Saccharomyces cerevisiae , on fait sporuler. 
cette souche, on selectionne au moins un se- 
gregant presentant une propriete Iti, on realise 
au moins un backcross avec un autre segre- 
gant de cette souche presentant un mating 
type oppose, on selectionne au moins deux 
segregants de backcross presentant une pro- 
priete Iti et des mating types opposes, on 
realise au moins un croisement de tels segre- 
gants, et Ton selectionne une souche polyloVde 
ainsi obtenue presentant un potentiel de crois- 
sance, une propriete Iti et une aptitude a lever 
une pate. 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise 
par le fait que pour verifier la propriete Iti de 
ladite souche polyploVde a selectionner, on la 
soumet a un test de production de CO2 en 
milieu nutritif contenant du maltose comme 
source de carbone, durant plusieurs jours, a 
des temperatures comprises entre 3 et 14* C. 

5. Souche de levure de boulangerie Saccharomy- 
ces cerevisiae obtenue par le procede selon 
Tune des revendications 1 et 2, qui presente 
un potentiel de croissance en processus fed- 
batch, une aptitude a lever une pate, un niveau 
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de production de CO2 inferieur a 20 ml par g 
de levure pressee apres 7 d en milieu maltose 
refrigere h 3-1 0°C, et un niveau de production 
de CO2 d'au moins 40 ml par g de levure 
pressee apres 6 d en milieu maltose tempere 5 
k au moins 14* C. 

6. Souche de levure de boulangerie Saccharomy- 
ces cerevisiae obtenue par le procede selon 
rune des revendications 3 et 4, qui presente 10 
un potentiel de croissance en processus fed- 
batch, une aptitude a lever une pate, un niveau 

de production de CO2 inferieur a 30 ml par g 
de levure pressee apres 7 d en milieu maltose 
refrigere a 3-9 'C, et un niveau de production 75 
de CO2 d'au moins 60 ml par g de levure 
pressee apr&s 6 d en milieu maltose temp£r6 
a au moins 13* C. 

7. Souche de levure de boulangerie selon la re- 20 
vendication 5, choisie dans le groupe forme 

par les souches de Saccharomyces cerevisiae 
NCIMB 40328, 40329 et 40330. 

8. Souche de levure de boulangerie selon (a re- 25 
vendication 6, choisie dans le groupe forme 

par les souches de Saccharomyces cerevisiae 
NCIMB 40331 et 403"32^ 

9. Utilisation d'une souche de levure de boulan- 30 
gerie selon Tune des revendications 5 a 8 
dans la production d'articles de boulangerie a 
cutre au four apres conservation sous refrigera- 
tion. 

35 

10. Utilisation d'une souche de levure de boulan- 
gerie selon Tune des revendications 5 a 8 
comme indicateur de depassement de tempe- 
rature dans des produits alimentaires a conser- 

ver sous refrigeration. 40 
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